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受精鶏卵 を 用 い る ヒ ト腫瘍転移実験系に よ り, 鶏卵胎児臓器に 形成 され た ヒ ト腫瘍転移巣に 対する温熱化学療法 に よ る
治療実験を行い l そ の 実験糸 と して の 有 用性 に つ い て 検 討 した . さ ら に こ の 実 験 モ デ ル を 用 い て ト 踵 瘍壊死因子 (tu m or
n e cr｡Sisfa ctor, T N F)の 転移抑制効果に つ い て 併せ て 検討 した . 酵卵10 日 目の 受精鶏卵紫尿膜 上 の 血 管内よ り , ヒ ト膀胱癌培
菱細胞 T 24を lx10
6 個移植 し , 移植後3 日 目に 抗癌剤投与お よび 温熱処理を行 っ た . T N F投与 は l 移植30分後お よ び 3 日後
に 行 っ た . 移植後 7 日目 の 胎児肝 よ り抽出 した D N A(1鵬)に 対 して , ヒ ト β
- グ ロ ビ ン 渾伝子配列(576塩基対)に 特異的な プ
ラ イ マ ー を用 い て , 特異的 D N A増幅反応(polym er as e chain r e a ctio n, P C R)法 お よび サ ザ ン プ ロ ッ ト解析を行 っ た ･ 肝 転移
巣 に 対する温熱処理 に よ り, 加温条件に 応 じた治療効果が認め られ , 42.5 ℃, 20分ま た は43･0 ℃, 10分 の 加温に よ り , そ れ ぞ
れ69.2%, 82.0% の 抗腫瘍効果が認 め られ た . adria mycin(A D M)20FLg/eg gお よ び 温熱 (42･5 ℃, 10分) の 単独処理 に よ る治
療効果ほ , それ ぞれ13.5%お よ び26.7%で あ っ た の に 対 し , そ れ らを併用 した 場乳 54.2%と 相加効果以上 の 治療効果が認め
られ た . 一 九 T 24細胞移植30分後に T N F を 1×1 0
5 単位/eg g投与 した場合 , 7 6.6%の 肝 転移抑制効果が認め られ , 移植 3
日 後 に T N Fを 1 ×1 0S 単位/eg g投与 し た 場合 , 6 3.9%の 肝 転移巣増殖抑制効果 が認 め ら れ た ･ 移植 後 3 日 目 に T N F
(1×105 単位/eg g)と 温熱(42.5 ℃, 1 0分)と を併用 した 場合 , 91.9% と相加効果以上 の 塵瘍増殖抑制効果が認め られ た ･ 以上 の
結果よ り , 本葉験系は , ヒ ト腫瘍転移巣に 対す る温熱化学療法 に よ る治療効果を評価す る上 で 有 用 で あ る こ と が 明 らか と な
り , さ ら に T N Fの 転移抑制効果き お よび 転移巣に お け る腫瘍増殖抑制効果 が認め られた ･
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tu mor n e c r o sis fa ctor
癌治療 に おい て , 痛 の 転移 ほ患者の 予後を左右す る重要な国
子の 一 つ で ある . 早期に 発見され た 原発巣に 対 して ほ , 外科 的
摘除 , 放射線療法 , 温熱療法, 癌化学療法あ るい は これ らの 併
用療法に よ り , 局所の 根治的治療が可 能 で あ る . しか し , 原発
巣が ある程度増大 した 段階で は , すで に 全身的に 微小転移巣が
存在す るもの と仮定 して , 全身療法と して の 癌化学療法 , 免疫
療法 また は 全身淀熱療法な どを 施す必要がある . 従 っ て , 痛の
根治的治療を目的とす る場合に は , 微小転移 の 段階で効率的 に
癌の 増殖 を抑制 し癌の 進行を阻止す る こ と が 重要 であり , 微小
転移巣に 対す る よ り有効な治療法 の 開発が重要な課題 と な る ･
しか し, これ まで ヒ ト腫瘍に 対す る有用 な 転移実験系 が確立
されて お らず, 転移痛 の 治療 に 関す る研究は少な い . 本研究で
ほ , 迅速 , 簡便に 施行 でき , か つ 高い 腫瘍生者率が得 られる鶏
卵法 を 用 い て , 特 異 的 D NA 増幅 反応 (polym er a s e chain
re a ctio n, P C R) お よび サ ザ ン プ ロ ッ ト解析に よ り, ヒ ト癌転移
巣 に対す る温熱化学療法の 治療実験を行い , そ の 実験系 と して
の 有用性 に つ い て 検討 した . 次い で こ の ヒ ト腫瘍転移実験 モ デ
ル を 用い て , サ イ ト カ イ ン の 1 つ で あ る腫瘍壊死因子 (tu m or
n e cr o sisfa ctor, T N F)の 抗腫瘍活性 に つ い て 検討 した の で併 せ
A bbre viatio ns :A D M, adria mycin;
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て報告する .
材料 お よび方法
Ⅰ . 腫瘍細胞と埼養
ヒ ト勝胱癌培養細胞 T 24
1)ほ , 10% (v/v) 非働化ウ シ 胎 児血
清 (GIB C O, Gr a nd Isla nd, U S A) を含 む R P M I-1640培地( 日水
製薬㈱ , 大阪) 中に お い て C O2 濃度 5%, 37 ℃ で培養 した . ま
た , 非腫瘍性細胞 であ る ヒ ト胎児線維芽細胞 K M S T-62) ほ ,
10% (v/v)非働化 ウ シ 胎児血清を含む D-M E M培地 ( 日水製薬
㈱)中に お い て 同様 に 培養 した ,
Ⅱ . 実験動物
宿主動物と して 用い た受精鶏卵(プ リ マ ウ ス ロ ッ ク 種 × 白色
レ グ ホ ン 種) ほ 岐阜県後藤酵卵場 よ り 入手 し , 湿度70% , 37 ℃
の 粁卵器内で保温 した . 受 精鶏卵 の 模式図を図 1 に 示 し , 腫瘍
細胞の 移植方法を以下に記述する .
粁卵10 日目の 鶏卵 に 照明を当て , 凍 尿膜 上 の 血 管 の 位置を定
め , 卵殻 に 回 転式 の ヤ ス リ を 用 い て 10×5m m 程度 の 傷 を 付
け , ピ ソ セ ッ トを 用 い て卵殻を除去 した . 露出 した卵殻膜 に 流
動パ ラ フ ィ ン を薄く塗 り血 管を 見易く した 後 , 30 ゲー ジ の 注射
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針を用 い て と =膀胱癌培養細胞 T24を 血 管内よ り鶏卵 1個当
た り1×10
6 個移植 した . 貯卵17 日 目に 胎 児を解剖 し, 摘出 した
肝よ り D N A を抽出 し だ
)
･
Ⅲ . P C R法 とサ ザン プロ ､ ソ ト解析
ヒ ト に 特異的な D N A配列と して β
- グ ロ ビ ン 遺伝 子配押
)
を選 び , P C R プラ イ マ ー (Huβ-1 と Huβ-8) お よ び プ ロ
ー ブ
(Huβ-2) を作製 した ･ こ れ ら の P C R プライ マ
ー を 用 い て , 各
D N A IFLg を 鋳型と して , P C R法
5)に よ り ヒ トβ - グ ロ ビ ン 遺伝
子配列(576塩基対) を増幅 した ･ そ の 乱
32PTA T P(Am er sh-
a m, Gre e n which, U S A)で 5
,
末端を 標識 した Huβ一2 を用い て
サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 解析郎 を 行 い , オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 の 各バ ン ドの 放射活性を バ イ オ イ メ
ー ジア ナ
ラ イ ザ ー (富士 フ ィ ル ム ㈱ , 東京) に よ り測定 し た (図 2)･
pc R法に よ る増幅反応ほ94 ℃, 1分の 熱変性 ス テ ッ プ , そ れ に
続 く55 ℃, 2分の ア ニ ー リ ン グ ス テ ッ プ ･ そ して72 ℃, 1分の
伸長反応 ス テ ッ プ を 1 サ イ ク ル と して , D H Aサ
ー マ ル サ イ ク
ラ ー (P｡rkin-Elm erCetu s, Nor w alk, U S A)を使用 し25 回線返 し
た .
Ⅳ . 抗癌剤および温熱併用 による転移巣治療実験
転移巣に 対す る治療実験を行う場合 , 腫瘍細胞移植後 3 日 目
すな わ ち 形卵13 日目に , 卵殻の 別 な 部位 に 窓 を開け , 血管 内よ
り 薬剤 を 投 与 し た . 用 い た 薬 剤 は I adria mycin (A D M)･
cisplatin (C D D P), C arboplatin(C B D C A), mito mycin C (M M C)
お よ び 9yClopho spha mide(C P M) で ある ･ 薬剤濃度ほ臨床投与
量を参考に し, 鶏卵胎児の 平均体重 (薬剤投与時で5･1g) に 換
算 して 決定 した . 温熱処 理 を行 う場合 に は , 紆卵1 3 日 目の 鶏卵
を恒温水槽内に 保持 し全身加温 した ･
温熱化学療法を行う場合 は , 粁卵1 3 日目 に まず薬剤投与を行
い
, そ の 後30分以内に 鶏卵を恒温水槽 に て 加温 した ･ 温度測定
は , タ カ ラ サ ー ミ ス タ
ー D925(宝工業軌 神奈川) およ び セ ン
サ ー S X K 牒7(宝 工 業㈱) を用い て , 卵黄中心 部付近 に セ ン サ
ー
を置い て 行 っ た . 移植後 7 日目 に 摘出 した肝 よ り D N
■A を抽出
し, P C R法お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト 解析を行 っ た ･
転移巣治療実験に お ける効果判定ほ , 非治療群 の P C R産物
を100%と した 場合の 治療群 で の P C R産物の 減少率 を比較す
る こ と に よ り行 っ た . 抗腫瘍効果(腫瘍増殖抑制率)は次式に よ
り求め た .
Fig.1. Sche m a of the fertilized eg g･ Tu m o r c
ells w ere
injected into the chorioal1antoic m e mbr a n e(C A M) v ein of
l O･day chick e mbryo s with a 30ga uge n e edle thr o ugh the
shellm e mbra n e.
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抗腫瘍効果(好)=(1 - T/C)×1 00
た だ し. T ほ治療群の 放射活性 , C ほ非治療群の 放射活性 と し
た . 得られ た結果は ス チ ュ ー デ ン ト t 検定に よ り統計学的処理
を行 い , 危険率が 5 % 以下で ある場合 を有意と した ･
v . TN Fに よ る試験管内(f … か0) 温熱併用感受性試験
試験管内に おけ る T N F感受性試験は , Carrniche al ら
丁)の 方
法 に 準 じ , 生細 胞の 脱 水 素酵素の 還 元 能を 指標と す る 3
-(4･
5Tdirn ethyl thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyトtetr az oliu m bro mide
(M T T) 法を用 い て 行 っ た . 使 用 した T N F(大日本製薬軌 大
阪) は , ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ由来 T N FcD N A を大腸菌で発現
させ精製単離 した 試料(エ ン ド ト キ シ ソ 含 量 10p g/1 0
6 単位以
下) で ある , こ の ヒ ト 遺伝 子 組 み 換え 塾 TN F の 比 活性は 1
2.55×10
6 単位/mg 蛋白で あ っ た . な お , 1 単位 ほ L-M 細胞の
50%を 障害す るの に 必要な 量で ある .
T 24細胞を培地中 で 1×1 0
4 個/mlに 調整 し , 試験管内に こ の
細胞懸濁液を 0.9ml分注 し, 同時に T N F希釈液を 0･1ml 加
え , 37 ℃恒温水槽に お い て30分振返 し た ･ そ の 後96穴培養 プ
レ ー ト (Nu n c, Illin os, U S A) に 1 穴当 り 200pl ず つ 分注 し,
C O2濃度 5%, 37 ℃で48時間培養 した , T N F ほ, 最終濃度 が
1×10
3
. 1×1 0
4 お よ び 1×1 0
5
単位/ml に な る よう 調整 した ■ 温
熱処理 を併用す る場合は , 試験管内で T N F 処理 した後 , 恒温
水槽に よ っ て 試験管内を加 温 した . 温 熱処理 は , 温 度を42･5
℃ , 時間を10分, 20分 , 30分お よ び60分と した ･ そ の 後は 培養
プ レ ー ト に 1穴当り 200〃lず つ 分注 し, 同様 に 培養 した ･ 2鵬/
ml に 調整 した M T T試薬(Sigm a,St･ Lo uis. U S A)の リ ソ 酸緩
衝液 (phosphate buffer ed s alin e, P B S) (和光純軋 大阪) を 1
穴当り 25パ 加え , さ らに 4時間培養 した . 上 清を吸 引除去 し,
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (dim ethyls ulfo xide, D M S O)(和光純薬)
20恥1 を加え , 生成 した M T Tフ ォ ル マ ザ ン を溶解 した ･ 各試
料 は sc a ning m ultiw eu spe ctr ophoto m eter(Im m u n oReader
NJ-2000, 日 本イ ン タ ー メ ッ ド , 東京)を 用い て 540n m に おけ
る 吸光度を測定 した .
ln o c u18tOtU m O r C 011s帥to C ÅMv ob
Ⅰln c uヒ鳩tO†o r7 d8y5 at 37
0C
DIs so ¢tO mbryo nIc o r;18 n
b .連t ｡ N A
I
Ampl町 $卵C川¢ 紳 glT 帽 ntO†go n o mlcD N A †ro mtu m o r o州 S
by2王妃y¢l0 8 0†p01yl M r● 紳 ¢haln r ●8 ello n
Fig. 2. Dete ctio n of m etasta siz ed tu m or c ells in chick
e mbryo s.
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効果判定(増殖抑制率) は 一 対照群の 吸 光度を100% と した 場
合の T N F お よび温熱処理群の 吸光度を対照群と比較す る こ と
に よ り 行 っ た . 増殖抑制率の 算出方法を次式に 示 す .
増殖抑制率 (%)= (1 - T/C)×100
た だ し , T は T N F'お よ び温熱処理群の 吸 光度 , C は対照群の
吸 光度と した . 得 られ た 結果は ス チ ュ ー デ ン ト t 検定 に よ り統
計学的処理 を 行 い , 危険率 が 5 % 以下で ある場合 を有意 と し
た .
Ⅵ . T N Fおよび温熱併用 によ る試験管外(i乃 リブu o) 転移巣治
療実験
T N Fの 試験管外 に おけ る抗腫瘍活性を受精鶏卵 を 用 い て 検
討 した . 鶏卵 1個当た り T N■F lxlO3, 1×104 およ び 1×1 05 単
位を 紫尿膜上 の 血 管内よ り投与 L た. 投与は ! 僻卵10 日目の 鶏
卵 に 腫瘍細胞移植30分後 , お よ び 移植 3 日後 の 2通 り で 行 っ
た . 温熱処理 を併用 す る 場合は , 酵卵1 3 日 日に T NF を投与
し, 30分後に 鶏卵 を恒温 水槽内に 保持 し加温 した . 温熱処理 は
42.5 ℃1 10分と した . 酵卵17 日 に 摘出 した胎児肝 よ り D N A
を 抽出 し, P C R法 お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト 解析 に よ り 効果判定
を行 っ た .
Fig. 3. Kin etics of gro wth of T 24a nd K M S T-6 c ells in
e mbryo nicliv er afterinje ctio ninto the C A Mv ein. Tw o
gr o ups of l O-day e mbryo s rec eiv ed either T 240r K M S T
-6
c ells(1×1 0
6
c ells/embryo). T hr e e o rfo ur e mbryo sfr o m
e a ch gr o up w er ekilled at the stated tim e(1, 3, 5, a nd 7
days) after c ell in o c ulatio n. Embryo nic liv er s w er e
diss e cted a nd w eighed, a nd the D N Aw as e xtra cted. D N A
fr o m e a ch e mbryo nic liv e r w asmix ed a nd lpg of D N A
W a Ste Sted by the polym e ra se chain r e actio n (P C R)
te chniqu e a nd So uther nblot a,n alysis.
Fig. 4. Photomicr ogr aph of a 13-day e mbryonic liv er
Showing m eta stasis of T24 hu m a nblad der c a n ce r c e11s.
(he m ato xylin a nd e o sin stain , ×1 00)
成 績
l . 鶏卵胎児肝におけ る T24細胞 の桂時的増殖動態
ヒ ト膀胱癌培養細胞 T 24, ま た は非腫瘍性 の ヒ ト線維芽細胞
K M S T-6 を鶏卵梁尿膜上 の 血 管内よ り ㍗×108 個移植 し , 移植
後 1 , 3 , 5 お よ び 7日 冒 に 胎 児肝 よ り D N Aを 抽出 し ,
P C R法お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト法に よ り解析 した . T 24細胞 の
場合 ! 移植1 日 目か ら 7 日 目 ま で 経時的に 増幅 D N A断片 の バ
ン ドは増強 して い た . 一 方 , K M S T-6 細胞 で は , 移植後 1 日目
よ り 3 日冒 まで は バ ン ドが 認め られ た が , 5 日 目 よ り急激 に 減
少 し, 7 日日 で ほ P C R産物 は ほ と ん ど検出され な か っ た (図
3). ま た , T 24細胞移植後 3 日 日 の 鶏卵胎児肝 の 組織学的検索
を行 っ た 結果 , 多数 の 転移巣 が確認 された (図4). これ に 対 し
て K M S T-6 細胞は ▲ 移植後7 日 目で ほ 組織学的に 検出 さ れ な
か っ た .
‡ . 鶏卵胎児肝転移巣に対する温熱療法
T 24細胞移植後 3 日 目の 鶏卵 を恒温水槽内で加温 した . 対照
群と 比較 し, 加温条件に 応 じた増幅 D N A断片の 減少が認 め ら
れ た ( 図5). 42.5 ℃, 20分 お よび4 3. 0 ℃, 10分 の 加温 に よ っ
て , そ れ ぞれ69.2% およ び82.0%の 統 計学的 に 有意な腫瘍増殖
抑制効果が認め られた が , 42.5 ℃, 15分以下の 加温で は 抗腫瘍
効果は認め られ な か っ た (表1).
以下の 実験 で は薬剤 との 併用効果を検討す るた め , 加温条件
を42.5 ℃, 10分 と lo w dos eに 設定 した .
Ⅲ . 鶏卵胎児肝転移巣に対する抗癌剤単独お よび温 熱併用療
法
A D M単独投与 お よ び 温熱処 理併 用 に よ る治療実験 を行 っ
た . A D M 20pg/egg単独投与で は , 1 3.5%と治療効果は僅か で
あ っ た の に 対 し, 42.5 ℃, 10分の 温熱併用 に よ り , 54.2%と 相
N:Ge n o m lCDN A 什耶 e mbryo nlc 亡hlc k 11v e r
Fig. 5. Effect of hyperthe r mia(H P T)o nliv er m eta sta sis of
T 24 hu m a nblad der c a n c er c ells in chick e mbryos. H P T
W aSperfor m ed by im m erslng e a Ch of the eg gs 3 days
aftertu m o r c ell in o c ulatio nin a cir c ulating w ate rbath at
V ario u ste mper atu re s a nd for v ario u sle ngths oftim e.
Tablel. Effe ct of hyperther mia o nliv e r m etasta sis of
T 24 hu m a nblad de r c a n c er cellsin chick e mbryo s
Te mper atur e～ Tim e Radio a ctivity IR(%)
(℃, min)
'
M e a n士S D(AU/m m2)
43.0 - 10
42.5 - 20
42.5 - 15
42.5 - 10
42.0 - 15
c o ntr ol
3 3.2 士 30.3 82.0
*
5 6.7士 49.2 69.2
*
1 04.6士118. 43.2
135.0 土 27.4 26.7
142.3 士 94. 0 22.7
18 4.1 士 7 6. 3
I R(%)芦 (1 q (Radio activity of tre ated gr o up)/(Radio a c-
tivity of c o ntr olgr o up)) ×100
*
P <0.01 by Stude nt
'
s t-te St
鶏卵法 に よる ヒ ト 痛転移巣 に 対す る温熱化学療法
加効果以上 の 治療効果が認め られ た (表2).
次に C D D P また は C B D C A単独投与, お よ び温熱処理併用
に よ る治療実験 を行 っ た . C D D P l OFLg/egg ま た は C B D CA
l恥g/eg g単独投与で は , そ れ ぞれ29.1%, 27.3% の 抗腫瘍効
果が認め られ, それ らの 効果 ほ い ずれ も温熱併用 に よ り増強さ
れな か っ た (表3).
次い で M M C また は C P M単独投与 , お よび 温熱処理併用に
よ る治療実験 を行 っ た . M M C lOpg/egg単独投与で は58.9%,
C P M 250p g/eggお よ び 500pg/egg単独投与 で ほ , そ れ ぞれ
75.4% , 92.3タ` , M M Cと 温熱 と の 併用 で は , 82.4% の 抗腫瘍
効果が認め られ た (表4).
Ⅳ . TNF に よ る試験管内感受性試験の結果
温熱単独処理 で ほ ▲ い ずれ の 処 理時間に お い て も低感受性を
示 し , 42.5 ℃t 60分加温に て も増殖抑制率 が29.4%で あ っ た .
T N F単独処理で も, 1×1 03,1×104 お よ び 1×105 単位/mlの 濃
度 に お い て , そ れ ぞれ26.0%, 2 4.3%お よ び1 9.5%と低感受性
を 示 した . 一 方 , T N Fに 温熱処理を併用 した 場合, 42. 5 ℃,
Table2･ Effe ct of adria mycin(A D M)a nd hyperthermia
(H P T) o n live r m etastasis of T 24 hu m a nbladder
C a n C erCellsin chick e mbryo s
Dr ugs(pg/egg)
H P T
n o n e 42.5 ℃ - 10min
n O n e 26.7
A D M(20) 13.5 54.2*
IR(%)= (1 - (Radio a ctivity of tr e ated gro up)/(Radio ac-
tivity of c o ntr olgr o up)) ×1 00
* P<0.01 by Stude nt
'
s t-te St
Table3. Effe ct of cisplatin (C D D P) and c arboplatin
(C B D C A) with/witho ut hyperther mia (H P T) o nliv er
m eta stasis of T 24 hu m a nbladder c a n c er c ellsin chick
e mbryos
Dr ugs(pg/egg)
H P T
n o n e 42.5 ℃- 10min
n O n e 24.5
Cisplatin(1 0) 29.1* 33.4*
C arboplatin (1 0) 27.3
*
44.5
*
I R(%)= (1 - (Radio a ctivity of tr e ated gr o up)/(Radio ac-
tivity of c o ntrolgro up)) ×1 00
* p < 0. 5 by Stude nt
'
s t-teSt
Table4. Effe ct of mito mycin C (M M C) with/witho ut
hyperthermia (H P T) a nd cyclophosphami de (C P M) o n
liv e r m etasta sis of T 24 hu m a nblad der c a n c er cells in
Chick e mbryos
Dr ugs(pg/egg)
H P T
n o n e 42.5 ℃ - 10min
n O n e 18.6
M M C(1 0) 58.9
*
82.4
*
C P M(250) 75.4
*
C P M(500) 92.3
*
I R(%)= (1 - (Radio a ctivity of tre ated gro up)/(Radio a c-
tivity of c o ntrolgr o up))×1 00
* P<0.05 by Stude nt
'
s トtest
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20分以上 の 併用 に よ り , い ずれ も相加効果以上 の 殺細胞効果が
得 られ , 加温時間の 延長と とも に 併用効果 の 増強が認 め られ た
(表5).
Ⅴ . T N Fお よび温熱併用によ る試験管外転移巣治療実験 の
結果
図6に 示すように , T N F単独投与で ほ , 僻卵1 0 日目 お よ び
Table5･ Effe ct of hyperthe rmia (H P T) a nd tu m o r
n e cr osis factor(T N F) o n the gro wth of T 24 hu m a n
bladde r c a n c er c e11sin vitr o-)
H P T T N F(U/ml)
Tim e(min) non e lO3 104 105
n O n e 26.0
♭) 24.3
b) 19.5b)
42.5 ℃ - 10 6.5b) 28.5
b) 32.8
b) 19.5
20 10.7b) 39.8b】 43.5
b) 38.1叫
30 11.Ob) 52.8b) 49.4
b) 36.2叫
60 29.4
b〉 73.2b) 70.9h) 59.6b)
IR(%)= il - (O D5.｡Of tre ated gro up)/(O D51 ｡Of c o ntr ol
gro up))×100
a)M T Ta ss ay
b)P<0.01 by Stude nt
'
s t-te St
O n Day 1 0 0 n Day 13
T N F(U/e9g)
ー 5 76 bp
H: T 2 4ge n o mic D N
N:Ge n o n lic D N A †r o m e mbryo nic chick liv e r
Fig.6. Effect of hype rther mia (HPT) a nd tu m or n e cr o sis
facto r(TNF) o nliv erm eta st asis of T24hu man blad der
C a n C er C e11s in chick e mbryos. Injectio n of T N Fw as
Perfor m ed either 30 min , Or 3 days after tu m or c ell
in o c ulatio n(o ndaylO, 13afterin c ubatio n). A dministr atio n
Of T N Fc o mbin ed with H P Tw a s c arried o ut 3 days after
the in o c ulatio n(o nday1 3).
Table6. Effect of hype rthermia (H P T) a nd tu rnor
ne cr osis fa ctor (T N F) o n liv er m eta sta sis of T 24
hu m a nblad der c a nce r celsin chick e mbryos
T N F(U/eg g)
H P T
non e 42.5℃ - 10min
Day1 0 Day1 3 Day13
10a 9.0 22.3
*
41.9
*
四 62.0* 49.8* 78.8*
10
6
76.6
*
63.9
*
91.9
*
n O n e 22.3
IR(%)= (1 - (Radio a ctivity of tr e ated gr o up)/(Radio ac-
tivity of c o ntrolgr o up)) ×1 00
* P <0.01 by Stude nt
'
s トtest
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13 日 目(DaylO お よ び Day13)と も投与量に 応 じて P C R産物
の バ ン ドが減弱 して い た . 温熱処理 を併用 した 場合 , T N Fの
投与量に応 じてバ ン ドの 減弱が認め られ た ∴ 酵卵10 日 目, T 24
細胞移植後3 0分 に T N F を投与 した 場合 , 1×10
4 お よ び
1×10
S 単位/eg g投与に て , それ ぞれ62･0%およ び76･ 6% と腫
瘍細胞 の 肝転移抑制効果が認め られ た ･ 貯卵13 日 目, 移植 後 3
日 目 に T N F を投与 した 場合, 1×10
3
,lX10
4 お よび 1×10
5 単
位/eg g投与に て , そ れ ぞれ22.3% , 49･8%お よ び63･9%の 肝転
移巣増殖抑制効果が認め られ た . 移植後 3 日日に T N F投与お
よび42.5 ℃, 1 0分の 温熱処理 を併用 した 場合 に は I T N Fの
1× 101 お よび 1×1 0
5 単位/eg g投与に て , そ れ ぞれ 78･8% ,
91.9% と相加効果以上 の 肝転移巣増殖抑制効果が認 め られ た
(表6).
考 察
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8)ほ ∴鶏卵梁尿膜上 に 移植腫瘍組織 が生者 し,
増殖す る こ とを 初め て 見出 した ･ 1 954年 に は , ヒ ト 額上 皮癌
H Ep-3 細胞の 鶏卵糞尿膜上ある い は卵黄内 へ の 移植 に よ り ,
肝 , 後 軋 肺, 脳な ど の 鶏卵胎児臓器に 転移す る こ と が 見出さ
れ , 同時に ナ イ ト ロ ジ ェ ソ マ ス タ
ー ド に よ る 治療実験 が行 わ
れ , 転移腫瘍の 増殖抑制が報告され た
g}
t
受精鶏卵を 用 い る場合 , 突放可能期間が 7 日間と短い た め 鶏
卵胎児臓器 に お ける 転移巣 が肉眼的に確認 され る こ とは稀であ
る . 従 っ て , 転移巣の 検出ほ鼠織学的検索 に 頼 らね ばな らず ,
受精鶏卵を転移実験モ デ ル と して 広く応用す るに は定量性 に 問
題 があ っ た ∴鶏卵胎児臓器中の ヒ ト腫瘍細胞を特異的に 検出す
るに は , ヒ ト腫瘍細胞に特異的な マ ー カ ー を見出す こ と が 重要
である . Endo ら 岬
11) ほ , ヒ ト に 特異的 な D NA 配列 と し て の
β - グ ロ ビン 遺伝子配列を P C R法を 用 い て増幅する こ と に よ
り , 鶏卵胎児臓器中の と = 庫瘍転移細胞 を特異的 に 検出でき る
こ とを 報告 した . 本研究 で ほ , Endo ら の 方法を 用 い て ヒ ト 膀
胱癌培養細胞 T 24の 故小転移巣に 対する温熱化学療法 に よ る
治療効果に つ い て検討 した .
鶏卵胎児肝 に おけ る ヒ ト 膀胱癌培養細胞 T 24の 増殖動態 を
調べ た結果 , P C Rに よ る増幅 D N A断片の バ ン ドは 移植後経時
的に増強して い た . 一 九 非腫瘍性 の K M S T-6細胞 で は , 移植
後1 日日よ り 3 日 目 ま でバ ン ドが 認め られ た が , 5 日 目よ り急
激 に 減少 し, 7 日 目で ほ ほ と ん ど検出 され な か っ た ･ す な わ
ち , 非腫瘍性の K M S T-6細胞は , 鶏卵胎児肝で は増殖で き な い
が , 高転移性の T 24細胞は単に 肝に 捕捉され た だ けで は な く ▲
肝に 生者 し , 増殖 して 転移巣を形成する こ とが 確認 され た ･ 以
上 よ り, P C R法を 用い る こ と に よ っ て 鶏卵胎児肝 に お け る ヒ
ト 腫瘍転移細胞を定量的か つ 特異的に 検出でき る こ とが 確認 さ
れ た .
次 に 温熱療法 に よ る治療実験を行 っ た . 試験管内 で ほ , T24
細胞 は温熱に 対 して 低感受性である こ と が判明 した ･ 試験管外
で は l 加温条件 に 応 じた 抗腫瘍効果が認め られ , 4 2･5 ℃, 20分
お よ び43.0 ℃, 1 0分 の 加温に よ っ て , そ れぞれ6 9. 2% お よ び
82.0%の 腫瘍増殖抑制効果が認め られ た ∴試験管外 に お い て 高
い 腫瘍増殖抑制効果が認 められた理由と して , 握熱に よ り腫瘍
血管が閉塞, 出血 , う っ 滞する こ と に よ り, 腫瘍 内の 低酸軋
低 pH 状態を引き起 こ し細胞死を促進す る土と が 知 られ て お
り
12)
, 試験管外で は温熱に よ り腫瘍血管の 障害が起き るた め と
考えられ た .
次 い で 抗癌剤 お よ び 温熱処理併用 に よ る 治療実験 で は 】
A D M と温熱と の 併用 に よ り相加効果以上 の 腫瘍増殖抑制効果
が認め られ , M M C と温熱処理と の 併用で は ほぼ 相加効果に 相
当す る 抗腫瘍 効果 が 認 め ら れ た .
～ 方 , C DDP お よ び
C B D C Aで は , 単独投与と比較 し温熱に よ る 有意 な増強効果は
認め られ なか っ た . A D M や ble o mycin は ∴粗熱に よ りそ の 作
用 が増強され る代表的な薬剤 であ る が , そ の 作用機序 と し て
ほ , 1)加温に よ り細胞膜 の 透過性が高ま り薬剤の 細胞内濃度が
高め られ る , 2) 加温 に よ り , 薬剤に よ る細胞 の 潜在的致死効果
か らの 回復が 阻止 さ れ る , た め と され る
131‖)
.
C D D P は比較的低
い 加温に よ りそ の 作 用 が増強 され る薬剤
15)で ある が , 今回 の 実
験結果はそ れ に 反 して お り , T 24 細胞 の 温熱感受性 が低 い こ
と , C D D Pに 対す る感受性が低い こ とな どが そ の 原因と考 え ら
れ た . ま た O hn o ら
16)は , ラ ッ トの 側腹部皮下 に 線維肉種を移
植 した実験系に お い て , C B D C A投与に 温熱処理を併用 した場
合, C B D C A単独と比較 し, そ の 治療効果が 3
～ 4倍増強 され
た と 報告 して い るが;本実験 で は温熱併用に よ る有意 な増強効
果ほ認め られ な か っ た .
次に 本法を用 い て , T N Fの 抗腫瘍活性 に つ い て 検 討 した ･
T N F は, 1975年 Car s w ell ら
1T)に よ り , カ ル メ ッ ト
･ ゲ ラ ン ー
ウ シ 型結核菌 (bacille Calm ette Gu6rin, B C G) と エ ン ド ト キ シ
ソ で処理 した マ ウ ス の 血 清中 に 発見され た抗腫瘍因子 で ト 腫瘍
細胞 に 特異的に しか も種 を越 えて 細胞障害な い し増殖阻止作用
を 示す 酬 ) こ と よ り , 興味 ある 生物反応修飾物質 (biologic al
r espo n se modifier s, B R M) と して 注 目 さ れ て い る ･ 従 来 ,
T N Fの 試験管外 に おけ る効果ほ , 移植腫瘍の 原発巣に 対す る
壌死ある い は腫瘍退縮の 程度 で表現 され て きた が , 1 98 4年渡辺
ら
20)21)ほ , マ ウ ス に B-16メ ラ ノ ー マ 細胞 を移植す る人工転移実
験系 を用 い て , T N F投与を腫瘍細胞静江20分後 , お よ び す で
に 微 小転移巣の 形成 され た 2 日後の 2通り で 行 い , 3週間後に
肺表面転移結節数を数え た 結果 , 著明 な 肺転移抑制効果 を 示
し , ま た観織学的検索で は転移巣以外の 肺覿織 に は壌死軋 炎
症細胞浸潤 な どの 所見は 認め られ なか っ た と 報告 した ･ 本研究
では ∴鶏卵頻尿膜上 の 血 管内よ り T N F を投与 し, T N Fの 抗腫
瘍活性を肝転移抑制効果 , お よび 肝転移巣に 対す る増殖抑制効
果の 面か ら検討 した .
試験管内に お け る実験結果か ら , T 24細胞は T ＼Fに 対 して
低感受性 であ る こ と が 判明 したが , T N Fに 温熱 処 理 を 併 用 し
た 場乳 加温時間の 延長 と と も に 併用効果 の 増強 が認 め られ
た . 試験管外に お い て , まず T 24細胞移植後30分 に T N F を投
与 した 段 階で は , 腫瘍細胞は肝の 血管内に 存在 し , ま だ 転移巣
を形成 して お らず , 1×10
4
お よび 1× 10
5 単位/egg投与 に て ,
そ れ ぞれ62.0%お よ び76.6% の 抗腫瘍効果 が認め られ た こ と よ
り , T N Fに よ る腫瘍細胞 の 肝転移抑制効果が判 明 した t さ ら
に 移植後 3 日 目に T N F を投与 した 段 階で ほ , す で に 肝 に 微小
転移巣を形成 して い る こ と よ り, 1×10
3
, 1×1 0
4 お よ び 1×1 0
5
単位/egg投与 に て , それぞれ22.3% , 49･8%お よ び63･9%の 肝
転移巣に 対す る増殖抑制効果が明 らか と な っ た ･ こ れ らの 抑制
効果は い ずれも T NF の 投 与量に応 じて 増強さ れ た ･
一 九 移
植後 3日 冒 に T N F投与に 温熱処理 を 併用 した 場合 , T N Fの
1×10
4
お よ び 1×10
5 単位/eg g投与 に て , そ れ ぞれ 78.8% ,
91. 9%と増殖抑制効果が相加効果以上 に 増強 さ れ た ･ T N F お
よ び温熱併用 に よ る抗腫瘍性増強効果 の 作用磯序
22)23) と して ,
1) 加温に よ る T N Fの 細胞内 へ の 取 り込み の 増加 , 2)T N Fの
鶏卵法 に よる ヒ ト痛転移巣 に 対す る温熱化学療法
細胞障害 に 対す る修復機能の 阻害 , 3)細胞周 期特異性の 相補的
作用, 4)加 温に よ る T N Fの 腫瘍血 管障害性 の 増強 I 5) 加温に
ょ る T N Fの ラ イ ソ ゾ
ー ム 蛋白分解酵素の 活性化 お よび活性酸
素発生の 増軋 な どが 考え られ , 試験管内お よ び試験管外 の 実
験結果か ら, 腫瘍血 管障害性 の 増強が よ り密接に関与 して い る
も の と推察され た .
温熱療法に 関 して , こ れ ま で 特 別な 副作用 は 報告され て お ら
ず , T N F と温熱療法と の 併用は t 副作用の 軽減 の みな らず , そ
の 効果 を増強す る意味で 有用な方法と考え られ た . 温熱療法で
は 温度測定 の た め に 腫瘍内 に 直接温度 セ ン サ ー を 刺入 して お
り, こ れ を用 い る こ と に よ り容易 に T N F を腫瘍局所 に 投与
24)
す る こ と が可 能 で あり , 静脈 内投与時に み られ る発熱や 血圧低
下な どの 副作用 を軽減で きるも の と考 え られ る .
以上 の 結果よ り , 木鶏卵法ほ 1 簡便 で効率の 良い , い わ ゆ る
普及型の ヒ ト 腫瘍転移実験モ デ ル と して , ヒ ト腫瘍微小転移巣
を特異的か つ 定量的に 検出する こ と が 可能 で あり ∴ 温熱化学療
法 に よ る転移巣治療実験 に 適用 可 能で ある こ とが 明 らか とな っ
た . ま た , T N Fの 抗腫瘍活性 と して , 腫瘍細胞 の 肝転移抑制効
果お よ び肝転移巣に お け る腫瘍増殖抑制効果が認め られ た .
結 論
1 . 試験管内 で は , T24細胞 は温熱 に 対 して 低感受性を 示 し
た . 試験管外で ほ 1 温熱治療忙 よ っ て , 加温条件に 応じた肝転
移巣増殖抑制効果が認め られ た .
2 . A D M と温熱療法 との 併用 に よ っ て , 相加効果以上 の 抗
腫瘍効果が認め られ た . C D D P, C B D C A ほ∴温熱療法併用 に よ
る増強効果が認め られ な か っ た . M MC と 温熱療法と の 併用に
ょ っ て 高い 抗腫瘍効果が認め られ た が ∴温熱併 用に よ る 相乗性
効果ほ認め られ なか っ た .
3 . 試験管内で ほ , T 24細胞ほ T N Fに 対 して低感受性を示
した . 一 方 , T N Fに 温熱処理 を 併用 した 場合 , 相加 効果以上 の
増殖抑制効果が認め られ た . 試験 管外 で は , T N F単 独投与 に
よ っ て , T 24細胞 の 肝 転移抑制効果 , お よ び肝転移巣に おけ る
腫瘍増殖抑制効果が認め られ た . T N F と温熱療法 と の 併 用 に
よ っ て , 肝転移巣に 対し て 相加効果以_上の 高い 抗腫瘍効果が認
め られ た ,
4 . 本鶏卵法は簡便 卜 迅速か つ 定量 性に 優れ た ヒ ト腫瘍転移
実験 モ デ ル と して , 温熱化学療法 の 基礎実験 に 適用 可能 で あ
り , T N Fの 抗腫瘍宿惟を検討す る とでも有用であ る こ と が 明
らか と な っ た .
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Antitum o rEfbct$ Of An tica n c erAge nts a nd Thm orNecrosisFactorin Co mbin ationwi th/without Hy perther mia
OnMetasta sized Hu man BIad der Can cerCel)sin Chick Embryos So o- W o o ng Lee, Depar tm e nt OfUrology, Scho ol
OfMedicine
,
Kan aZ a W aUniv ersity,Kan aZa W a920
q J.Juze nMed S∝ . ,1 02, 10 - 16(1993)
Key w o rds chick e mbryo assay, T 2 4 hu m anbladder c anc er c ells, m e ta S ta Sis, hyperthermia,t um Or n e C rOSisfactor
A bstra ct
T 出s study w as carried outto ev aluate whetherdle Chicke mbryo assay syste m c o uldse rv e aS anin vivo modelfor the
prelim ln arylnV eStlgationofche mohyperthe rmia o nh um an tu m Or m etaStaSis. An i- m etaStadc e飴 cts oftum Or neCrOSisfactor
(T NF)w erealso ex amin ed in this syste m･ H um anbladder c an Cer Cells, T 24(1×1 06 c ells/eg g), W e rein ∝ ulated into the
Chorioallan tOic m e mbran e(CA M)vein of l O-day chick e mbryos･ Hyperthe rmia(H F r) w asperfbr m ed, fbllowingirLjection
Of drugSinto the CAM vein 3days a触r tu m or ce11 in oc ulado n. In trave n ou s(i. v.)administration ofT N Fw as c amied o ut
either30min or3days afterthein oculatio n･ T he e mbryomiclivers w eredissected 7 days after thein oculadon, and D N Aof
the embryomicliv ers w as e xtracted･ T he D N A(1FLg) w as testedby thepolym erase chain reacdo n(PCR)technique wi th the
SpeCi丘cprim ersforthe h um an β-globin gen e(576bp), andSouther nhybridization m ethod. Hy perthermic therapy sho w ed
inhibitory e蝕cts on the gr o wth of m etastasized T 24 cellsin ather m al dose-dependent m an n er. Tbe antit um Or eff tcts of
H P Tat42･5℃-20 min and 43･0℃-10 min w ere69･2 %a nd 82･0 %, re SPeCtively･ H F r(4 2･5℃-10 min)alone and adriamyCin
(ADM)20FLg座g galon e sho w ed 26･7 % and 13･5% tum orgrowth inhibit on,r e SpeCtively･ Co mbinatio ntherapy of A D Mand
l m revealed an enha nc edinhibitory activity(54･2 % inhibitio n)onthe gro wthof m etastasized T 2 4cells. I. v. injection of
TN Fat l X lO5 u nits/egg sho w ed 76.6 %anti- m etaStatic effects, When administered 30min afterthein oc ulation. Whe n
ad mimistered3days after 也ein oc uladon, T N Fatl XlO
5
unitskggin co mbination with H P T(4 2.5℃ -10 min)re ve aled 91.9 %
加 10rgrO Wthinhibito n, WhereasTNF alon e atthe s amedosesho w ed 63･9 %･ A syn erglSticinhibitio n of m etastatictu m or
gro wth by the c o mb inatio n of T N Fand EF rw as observ ed･ T he results obtain eds uggest that this syste m c anbe usefu lfbr
e valu atlng the e触 cts ofche m ohyperthe rmia on metastasized hu m antu m Or Cells and that T N F has aprev entiv e effbcton
m etastasis and aninhibitory e蝕 cton m etastatic u m orgro wth･ Inhibition oft um Or m etaStaSisby T NF w asgre atly e nhan C ed
W 把 止y 匹血 e mia.
